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114. Helmut Holzer und Erika Holzer: Enzyme des Kohlenhydrat- 
stoffwechselb in Chlorella*) 

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 
der Universitiit Miinchen] 

(Eingegangen am 28. Februar 1952) 

In Extrakten aus Acetontrockenpulver von Chlorella pyrenoidosa 
werden Fermente nachgewiesen, die den Kohlenhydratabbau von 
Hexosemonophosphat iiber Hexosediphosphat und Triosephosphat 
zu Phosphoglycerinsaure katalysieren. Die Bedeutung dieser Befunde 
fur den Mechanismus des photosynthetischen Kohlenhydrataufbaues 
wird diskutiert. 

Seit der Formulierung und experimentellen Begriindung der Dehydrierungs- 
theorie durch Heinrich Wielandl) sind Dehydrierungsvorgiinge als in der 
gesamten belebten Natur verifiziertes Prinzip der biologischen Oxydation er- 
kannt worden. Wieland hat bereits 1913 die Umkehrbarkeit solcher De- 
hydrierungsvorgfinge mit Modellversuchen und an biologischem Material 
gezeigt2), und wir wissen heute, da13 der Substanzumbau in der lebenden 
Zalle, z.B. der reversible Ubergang von Kohlenhydrat in Fettsauren, im we- 
sentlichen auf das Zusammenwirken von Dehydrierungs- und Hydrierungs- 
reaktionen zuriickzufiihren ist. 

Die Bedeutung dieser Erkenntnisse fiir den Mechanismus der pflanzlichen 
Photosynthese ist erst im letzten Jahrzehnt erkannt worden. Betrachtet man 
die Bilanzreaktion der durch Dehydrierungen, hydrolytische C-C-Spaltungen 
und Decarboxylierungen ermoglichten Kohlenhydratoxydihion bei der At- 
mung, so erkennt man, daB die Bilanzreaktion der Photosynthese in einer 
Umkehrung dieses Prozesses besteht : 

Atmung 

Photosynthese 
(CH,O) + 0, --- GO, + H,O + Energie 

Bei dieser Sachlage ist die Annahme naheliegend, dafi die Photosynthese 
auch in ihrem detaillierten Mechanismus durch Umkehrung der Atmungsvor- 
giinge erreicht wirds), oder daB zumindest die genannten Reaktionstypen der 
Atmung bei der Photosynthese in umgekehrter Richtung beteiligt sind. 

Experimentelle Belege hierfiir aind in den letzten 12 Jahren durch fol- 
gende grundlegende Beobachtungen erbracht worden: 

1.) R. Hill hat 1939 gezeigt, da13 die primiire Lichtreaktion in einer durch 
das Chloroplasten-System katalysierten und durch Lichtquanten energetisch 
ermoglichten Zerlegung von Wasser besteht. Hierbei wird 3auerstoff ent- 
wickelt und zu Hydrierungen bef6higter Wassersfoff zur Verfiigung gestellt 4). 

*) Herrn Geheimrat Professor Dr. Heinrioh Wieland zum 76. Geburtstag in er- 
gebener Daukbarkeit gewidmet. B. 46,484 [1912]. 2, B. 46,3327 [1913]. 

3) S. Ochoa, Currents in Biochemioal Research, New York 1946, S. 165. 
4) R. Hill, Proo. Roy. SOC. London B 127, 192 [1939]. 
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2.) Insbesondere den Arbeiten von S. Ochoa3) verdanken wir die Er- 
kenntnis, daB die an der Kohlenhydratoxydation beteiligten Decarboxylie- 
rungsvorgiinge reversibel sind, und da13 bei 'Koppelung mit geeigneten energie- 
liefernden Systemen eine C0,-Fixierung in vitro erreicht werden kann. 

3.) F. Lynen und N. Zollners) haben vor kurzem gezeigt, daB die fur 
die Umkehrung verschiedener Dehydrierungen und oxydativer Decarboxylie- 
rungen notwendige Adenosintriphosphorsaure in Chlorella-Zellen durch den 
Mechanismus der Atmungskettenphosphorylierung geliefert werden kann. 
Hierbei wird Adenosintriphosphat aus Adenosindiphosphat und anorganischem 
Phosphat synthetisiert unter Ausnutzung der Energie, die boi der Wasser- 
stoffibertragung auf Sauerstoff im Zuge der Atmung verfiigbar wird. Ver- 
suche mit Dinitrophenol ergaben, daB die Atmungskettenphosphorylierung fiir 
die Photosynthese in Chlorella notwendig ist6). Vermutlich werden bei der 
Photolyse des Waasera wasserstoffubertragende Cofermente hydriert 7 )  und die 
Reoxydation des Wasserstoffs gibt dann AnlaB zur Atmungskettenphosphory- 
lierung. Eine Beteiligung von Phosphat an der Photosynthese in Chlorella 
war bereits durch Versuche von 0. Kandler nachgewiesen wordens). 
4.) Durch Versuche mit radioaktivem Kohlendioxyd sind verschiedene 

Zwischenprodukte des Kohlenhydratabbaues in tierischem Gewebe (insbeson- 
dere Phosphoglycerinsaure und phosphorylierte Hexosen) als Zwischenprodukte 
der Photosynthese bei Chlorella und hoheren Pflanzen sichergestellt wordens). 

Neben den genannten Befunden ist fiir Theorien uber den Mechanismus der 
Photosynthese die Kenntnis der in Pflanzen vorliegenden Enzymsysteme eine 
unerlii,Bliche Grundlage. Erst durch Anwesenheit der spezifisohen Fermente 
werden ja die ohne Katalysator unendlich langsam ablaufenden chemischen 
Reaktionen in der Zelle so beschleunigt, daB die beobachteten betrtichtlichen 
Stoffumsatze zutage treten. Da Katalysatoren ganz allgemein Reaktionen in 
beiden Richtungen beschleunigen, ist es hierbei belanglos, ob man eine enzy- 
matisch katalysierte Reaktion in der einen oder in der anderen Richtung 
nachweist. MaBgebend fur die Richtung, in der eine Reaktion im ,,Multi- 
enzymsystem" der lebenden Zelle durchlaufen wird, iat lediglich die thermo- 
dynamisch bedingte Gleichgewichtskonstante und die durch Angebot von 
Substraten und die Koppelung mit anderen Enzymsystemen bedingte Kon- 
zentration der beteiIigten Reaktionspartner. 

Ergebnisse und Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurden Enzyme der einzelligen Griinalge Chlo- 
rella pyrenoidosa untersucht, da an diesem Objekt in den letzten Jahrzehnten 
besonders viele Beobachtungen uber die Energetik und den Chemismus der 

5) Unveroffentlichte Versuche, 8.a. e), S. 429. 
'3) H. Holzer, Ztschr. Naturforsch. 6b, 424 [1951]. 
7) S. Ochoa u. W. Vishniac, Nature [London] 167,768 [1951]. 
*) Ztechr. Naturforsch. 6b, 423 [1950]. 
9) J. A. Bassham, A. A. Benson u. M. Calvin, Journ. biol. Chem. 185,781 [1960]. 



Photosynthese gesammelt worden waren. Gerade bei Chlorella liegen aber 
keine Untersuohungen uber den Enzymbestand vor. In Acetonpulverextrakten 
konnten wir Fermente nachweisen, die Glucose und Embdenester mit Adeno- 
sintriphosphat zu Hexosemonophosphat bzw. Pructose-1.6-diphosphat phos- 
phorylieren konnen. Fructosediphosphat wird d a m  weiter durch Llldolase und 
“riosephosphatdehydraae in Phosphoglycerinsiiure ubergefiihrt. Das letzt- 
genannte Enzym wurde etwas nZiher charakterisiert. Es verhiilt sich beziig- 
lich der Jodessigsiiurehemmung und der Notwendigkeit von Diphosphopyri- 
dinnucleotid ah Coferment gleich wie die aus Hefe und tierischem Gewebe 
isolierte Triosephosphatdehydrase. Auch das in vielen anderen Organismen 
als erstes Produkt des Polysacoharidabbaues auftretende Glucose-1-phosphat 
kann von Chlorella-Zellen unter Beteiligung von Adenosintriphosphat iiber 
das Aldolase-Triosephosphatdehydrase-System oxydativ abgebaut werden. 
Eine Phosphorylase, die Glucose-1-phosphat in mit Jod anfarbbare Poly- 
saccharide iiberfiihrt, konnte in den Acetonpulverextrakten nicht nachgewiesen 
werden. Eventuell werden primar Disaccharide gebildet, wofiir auch Befunde 
mit 1%-markiertem CO, an pflanzlichem Material sprechen. Zweifellos kann 
man aus unseren Versuchen schlieDen, da13 in Chlorella Fermentsysteme vor- 
handen sind, die den Kohlenhydratabbau nach demselben oder einem sehr 
ghnlichen Schema katalysieren, wie es in Hefe und tierischem Gewebe verifi- 
ziert ist (8 .  das folgende Schema). 

Kohlenhydratabbau in Chlorelln*): 
Polysaccharide 

-Ph(?) 11 + P h ( ? )  + ATP 

-Ph(?) 
Glucose Hexosemonophosphate (Embdenesbr und coriester) 

(?)-Ph +ATP 

Hexosediphosphat 

Triosephosphat 

Phosphoglycerinsaure 

11 

11 

l; 
CO,+H,O 

‘),Das Srhtma p b t  our die von uns siohergestellten Befunde wiedw. Ph = anorganischrs Phosphat, ATP = 
Adciiosintriphosphat. 

Eine quantitative Aussage iiber die Bedeutung des angefiihrten Abbau- 
weges fiir den Kohlenhydretumsatz in Chlorella konnen wir vorerst nicht ma- 
chen. Aus der Zusammenstellung der in unseren Versuchen erzielten Q0,- 
Werte fur die einzelnen Fermente bzw. Fermentsysteme (jeweils umgerechnet 
auf den fur Glucoseoxydation zu erwartenden Qo,-Wert bei Annahme eines 
Abbaues zu CO, und KO wie im obigen Schema dargestellt), ersieht man, 
daS die in Acetonpulverextrakten erzielten UmsatzgroSen stark differieren, 
aber groDenordnungsmliBig an die Qo,-Werte der intakten Zelle hermmichen 
(Tafel 1, 5. 658). 
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1 mg gefrorene 
Zellen 

1 mg Aceton- 
pulver 

1 mg Aceton- 
pulver 

1 mg Aceton- 
pulver 

1 mg Aceton- 
pulver 

1 mg Aceton- 
pulver 

1 mg Aceton- 
pulver 

1 mg Trocken- 

1 mg Trocken- 

1 mg Trocken- 

gewicht 

gewicht 

gewicht 

Tafel 1. Vergleich der Q0,-Werte bei lebenden Zellen und den untersuchten 
Fernien te x t  r a k t  en  

Taf. 2 

Taf. 3 

Taf. 4 

Taf. 6 

i Taf. 4 

Taf. 7 

Taf. 5 

6 ,  

6 ,  

6, 

Substrat 

Fructose-di- 
phosphat 

,9 

Embdenester + ATP 

Glucose 
4- ATP 

Endogene Atmung (-02) 

Glucoseoxydation (- 0,) 

Testmethode I Enzymquelie I 

Lebende Zellen 

Lebende Zellen 

cori 
,9 

Sibley u. 
Lehninger 

Methylen blau 

Sibley u. 
Lehninger 

Methylenblau 

7 Min. 
Phosphat 

Gefrorene 
Zellen 

Acetonpulver- 
extrakt 

Acetonpulver- 
extra kt 

Acetonpulver- 
extrakt 

Acetonpulver- 
extrakt, 

Acetonpulver- 
suspension 

Acetonpulver- 
extra k t 

Qo,-Wert bez. 1 
auf 

emm 0 
QO, Glucose [s2 bei30°] 

5.3 

15.6 

68 

8.5 

40 

64 

6.4 

10-20 

30-50 

60- 100 

Vermutlich ist die Aktivitlit wesentlich hoher, da durch die Acetonbehand- 
lung ein Teil der urspriinglich vorhandenen Fermente denaturiert wird und 
weiterhin nur ein Bruchteil der im Trockenpulver vorliegenden Permente in 
Liisung gebracht werden kann. Dies lliDt sich ohne weiteres durch Versuche 
mit Hefeacetonpulver beweisen. Auch hier liegen in Extrakten die von uns 
untersuchten Fermente in vie1 geringerer Aktivitlit vor, als es zur Erkllirung 
des Stoffwechsels der lebenden Hefezelle notwendig ware. Fiir Hefezellen ist 
aber durch eine groBe Zahl von Untersuchungen sichergestellt, daD hier tat- 
sachlich das obige Schema, quantitativ den oxydativen Kohlenhydratabbau 
wiedergibtlO). Bei den von uns durchgefiihrten Versuchen kam es lediglich 
darauf an, qualitativ zu zeigen, daD die Fermente des angefiihrten Schemes 
in Chlorella-Zellen vorliegen ll). DaB diese Befunde nicht universell fur pflanz- 
liches Gewebe gelten, haben 8. Tewfik und P. K. Stumpf12) gezeigt. Nach 
den Arbeiten dieser Autoren fehlt z. B. das Triosephosphatdehydrase-System 
in einer Reihe von Organen hiiherer Pflanzen. 

Bedenkt man die eingangs erwlihnte Fiihigkeit der Fermente, Reaktionen 
in beiden Richtungen zu katalysieren, so sind unsere Versuche als weiteres 
Argument fur die Anscheuung zu werten, daB die Photosynthese in einer Um- 
kehrung der Atmungsvorglinge besteht. Insbesondere die Umkehrung der 
Triosephosphatdehydrierung, die zur Entstehung von Phosphoglycerinaldehyd 

lo) Siehe z.B. F. Lynen u. R. Koenigsberger, A. 569,129 [1950]. 
11) Vorkufige Versuche an lebenden Chlorella-Zellen haben ergeben, daB bei etwa 50 yo 

Hemmung der Glucoseoxydation durch Jodessigsiiure sich eine stationiire Konzentration 
an Fructosediphosphat in den Zellen einstellt, die etwa lOmal hoher ist ale die Konzen- 
tration in unvergifteten Zellen. Dies spricht dafiir, daB der Glucoseabbau iiber Triose- 
phosphat ein Hauptweg in Chlorella ist. 18) Journ. biol. Chem. 192,519 [1951]. 
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aus einem der primaren Photosyntheseprodukte - Phosphoglycerinsaure - 
fuhrt, scheint uns in diesem Zusammenhang von Bedeutung. Durch die Exi- 
stenz der Aldolase in Chlorella-Zellen ist von Phosphoglycerinaldehyd aus der 
Aufbau von Kohlenhydrat bei der Photosynthese verstiindlich. 

Problematisch ist hierbei der ubergang Fructosediphosphat + Hexose- 
monophosphat. Beim Kohlenhydratabbau wird dieser Reaktionsschritt durch 
Phosphorylierung mit Adenosintriphosphat erreicht, eine Reaktion, deren 
Gleichgewicht so weit auf seiten des Fructosediphosphates liegt, daS sie als 
praktisch irreversibel betrachtet werden kann. Beim Kohlenhydrataufbau 
korinte eine Phosphatase am Werke sein : Fructosediphosphat -+ Fructose- 
monophosphat -+ anorganisches Phosphat. Der Verlust an freier Energie bei 
dieser Reaktion betrligt etwa 3 kcal je Mol synthetisierter Kohlenhydrateinheit ; 
er wlire auch rnit Rucksicht auf die annahernd quantitative Energieausbeute 
bei der Photosynthesels) tragbar. 

Besehreibung der Versuche 
I. Subs t ra te ,  Enzymprapa ra t e  und Testmethoden 

Zur Bereitung von Xcetontrockenpulver wurden 3-5 Tage alte Chlorella-Zellen (Zuch- 
tungsbedingungen s. 8 ) )  rnit dest. Wasser gewaschen, scharf abzentrifugiert und 2-3mal 
rnit dem etwa 50fachen Vol. eiskaltem Aceton durchgeriihrt; der grun gefilrbte Aceton- 
extrakt wurde nach dem Zentrifugieren jeweils verworfen. Der Bodensatz d e  im 
Vakuumexsicmtor bei 0 0  getrocknet; das gewonnene griine Pulver konnte bei -180 
mehrere Wochen ohne Aktivitiitsverlust aufbewahrt werden. 

Adenosintriphosphat (ATP), Embdenester (Gleichgewichtagemisch von Glucose-6-phos- 
phat und Fructose-6-phosphat), Coriester und hctosediphosphat waren im hiesigen La- 
bomtorium daqestellt worden. Wir verdanken die iiberlassung dieser Substamen der 
Freundlichkeit von Hm. Prof. Dr. F. Lynen. Die Aktivitiibbestimmmng erfolgte durch 
eine Kombination der Testmethoden von Cori"), E. Racker15) und E. C. Slaterl6). 
Zur Eichung des Aldolase-Testes nach J. A. Sibley und A. L. Lehningerl?) wurde 
mehrmals umkristallisierte Aldolase aus Kaninchenmuskel nach Cori") dargestellt. Di- 
phwphopyridinnucleotid (60%) wurde nach S. Williamson und D. E. Green=) aus 
Hefe gewonnen. 

Zur Bestimmung der Aldolaseaktivitiit im Acetonpulver wurde entweder das &us Fruc- 
tosediphosphat entstehende Triosephosphat nach Coril4) mit Cyanid abgefangen und als 
aIkalilabiles Phosphat bestimmt, oder das Dinitrophenylhydrazon der mit Hydrazin ab- 
gefangenen und rnit Alkali behandelten Triosephosphate nach Sibley und Lehninger 
colorimetrisch bestimmt 17). 

Die Hexokinaseaktivitat wurde nach Incubation rnit Glucose und ATP durch Be- 
stimmung der Abnahme des in 7 Min. bei 1000 in InHCl hydrolysierbaren Phosphates 
(7 Min. Phosphat) erfabt. 

Zur Bestimmung der Triosephosphatdehydrase-Aktivitat wurde die Thunberg sche Ac- 
ceptormethode unter Verwendung der iiblichen Gefabe mit Methylenblau als Wasserstoff- 
acceptor benutzt. 

11. Nachweis der  Enzyme 
Nachweis von Aldolase mi t  dem Tes t  von Coril4) 

a) Mit f lussiger L u f t  aufgeschlossene Chlorella-Zellen: Frisch geerntete 
Chlorella-Zellen wurden rnit dest. Wasser gewaschen, scharf zentrifugiert nnd in fliissige 

1s) 0. Warburg  u. D. Burk ,  Arch. Biochem. 25,410 [1950]. 
14) G. T. Cori, M. W. Slein u. C. F. Cori, Journ. biol. Chem.173,597,605 [1948]. 
15) Journ. biol. Chem. 167,843 [1947]. 
l 7 )  Journ. biol. Chem. 177,859 [1949]. 

16) Biochem. Journ. 60, V I I  [1951]. 
18) Journ. biol. Chem. 136,345 [1940]. 
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Luft eingetragen. Sofort nach dem Auftauen d e n  0.3 ccrn Suspension mit 15 pMol 
Fructosediphosphat, 12 cam .zh Glykokoll-NaOH-Puffer (PH 9.0) enthaltend mll0 KCN 
und Wasser auf 24 ccm bei 30° incubiert. Die Entnahme der Nullproben erfolgte unmittel- 
bar nach dem Enzymzusatz; weitere h b e n  wurden nach 5, 10, 15 und 20 Min. entnom- 
men (je 3.0 ccm). Es wurde jeweils das mit lnNaOH in 20 Min. bei Zimmertemperatur 
abspaltbare Phosphat bestimmt (,,alkalilabiles Phosphat" = Triosephosphat) und nach 0 
und 20 Min. das ohne Natriumhydroxyd-Einwirkung erfal3bare anorganische Phosphat. 
Phosphatbestimmungen erfolgten colorimetrisoh mch M. Martland und R. Robisonlg). 
Die in der Tafel angegebenen Phosphatwerte sind auf den Gesamtansatz umgerechnet. 

Um zu prufen, ob die Aldolaseaktivitat in der flussigen Phase der aufgetauten Suspen- 
sion vorliegt, d e  bei Oo 15 Miu. mit 15000 Umdrehungen/Nh. zentrifugiert; in dem 
angegebenen Ansatz wurden 0.3 ccm klares, griingelbes Filtrat, in einem weiteren 
Ansatz 0.3 ccrn mit Wasser auf das Ausgangsvolumen resuspendierte, zentrifugierbare Par- 
tikel verwendet. 
Tafel 2. Aldolase in mi t  fliissiger Luf t  aufgeschlossenen Chlorella-Zellen 

Zeit in Minuten I o I 5 I 10 1 15 1 20 I Enzymquaiie 

yMol anorgan. Phosphat 
pMol alkalilabiles Phosphat 
p,Mol Fructosediphosphat 

umgesetzt 

38.0 - - - 38.5 sofort nach 
0 1.9 3.8 4.7 5.2 1 Auftauen er. 

haltene Sus- 
0 0.95 1.9 2.35 2.6 I pension 

~ 

pMol anorgan. Phosphat 
yMol Fructosediphosphat 

umgesetzt 

UMol anorgan. Phosphat 35.1 - - - 37.9 in Wasser 
yMol Fructosediphosphat resuspendierte 

b) Ex t rak te  aus Acetonpulver: 150 mg Chlorella-Acetonpulver wurdenmit 1.0 ccm 
0.26-proz. NaHC0,-Losung 30 Min. bei 00 digeriert. Zur Incubation gelangten 0.35 ccm 
des nach hochtourigem Zentrifugieren erhaltenen Filtrates mit 7.5 pMol Fructosediphos- 
phat und 5 ccm mll0 Glykokoll - m/,KCN-Puffer ( p ~  9.0) bei 300 (mit Wasser auf 10 ccm 
.aufgefiillt). Probeentnahme und Aufarbeitung wie bei Versuoh a). AIle Angaben in der 
Tafel 3 sind auf den Gesamtansatz umgerechnet. 

Zur Anreicherung der Proteine durch Acetonfilllung wurden 200 mg Acetonpulver wie 
vorstehend mit 2 ccrn 0.13-proz. NaHCOs-Lijsung digeriert. Nach Zentfigieren erhielt 
man 1.2 ocm klares Filtrat, die bei 00 mit 4.8 ccm Aceton versetzt wurden. Nach dem 
Trocknen der Fiillung wurde in 1.0 ccm 0.13-proz. NaHC0,-Lijsung aufgenommen und 
das Unlijsliche durch Zentrifugieren bei 0 0  abgetrennt. Die Protein-Bestimmung durch 
Messung der Lichtabsorption bei 260 und 280 rnpao) ergab 2.2 mg Proteinlccm. 0.5 ccm 
des Filtrates d e n  wie oben mit Fructosediphosphat incubiert; Gesamtvol. des An- 
satzes 10 ccm. 

umgesetzt I 0 I 1.1 1 2.0 1 2.3 I 2.6 I }  Partikel 

Tafel 3. Aldolase in  Acetonpulverextrakten 

Zeit in Minuten / 0 / 1 5 1 3 0 /  Enzymquelle 

Acetonpulver- 
extrakt direkt 

pMo1 anorgan. Phosphat 
~ M o l  alkalilahi1,es Phosphat 
pMol Fructosediphosphat umgesetzt 

Acetonfallung 
@lo1 pMol anorgan. alkalilabiles Phosphat Phosphat 
yMol Fructosediphosphat umgesetzt 1.25 2.0 verextrakt 

' H " 1 "  14; 1 aus Acetonpul- 

IS) Biochem. Journ. 20,848 [1926]. 
ao) 0. Wsrburgu. W. Christian, Biochem.Z~chr.310,384 [1941]; H. M. Kalckar,  

Journ. biol. Chem. 167,462 "471. 
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pMol F,,P 

Nachweis von Aldolase und Phosphohexokinase mi t  dem Test von 
Sibley und Lehninger 

200 mg Acetonpulver wurden mit 3.3 ccm 0.26-proz. NaHCO,-L%ung extmhiert 
und zum Ansatz 0.5 ccm Filtrat mit 0.75 ccm 0.56 m Hydrazinsulfat (PH 9.0) und 0.5 oom 
m/, Phosphatpuffer (PH 8.0) bei 300 incubiert. Zusiitze: 0.10 ccm m h  Fructosediphosphet 
(FDP), 0.1O'ccm mlm Embdenester, 0.30 ccm 0.07 m MgC4,O.IO ccm m/, ATP. Cesamt- 
vol. aller Ansiitze nach Auffiillen mit Wasser 7.0 ccm. Probeentnahme: je 1.35 ccm zu 
0.15 ccm 50-proz. Triohloressigsiiure (TES) pipettiert. Mit 1.5 ccm 0.75nNaOH 10 Min. 
bei Zimmertemperatur stehengeIassen, mit 1.5 ccrn 0.1% Dinitrophenylhydrazin in 2nHC1 
10 Min. bei 380 incubiert, mit 10 ccrn 0.75nNaOR versetzt und naoh 8-12 Min. die Ex- 
tinktion bei 546 mp bestimmt (Schichtdicke 2 em); Ergebnisse siehe Tafel4. 

Zur Eichung des Testes von Sibley und Lehninger wurden je 0.05 bis 0.5pMol 
hctaediphosphat mit Wasser a d  1.1 ccm aufgefiillt und mit 0.15 ccm 0.56 m Hydra- 
zinsulfat, 0.10 ocm 3 m Glykokollpuffer (PH 9.0) und 0.01 ocm Aldohse-L&ung (enthal- 
tend ,45 y krist. Enzym aus Kaninchenmuskel) 10 Min. bei 30° incubiert. Hierauf wurde 
mit 0.16 cam 50-proz. TES abgestoppt, wie oben mit NaOH und Dinitrophenylhyhziu 
incubiert und die Extinktion bei 546 mp bestimmt. Das iiberschiissig vorhandene Enzym 
fiihrt zum quantitativen Umsatz, so da13 die erhaltenen Extinktionen direkt zum einge- 
setzten Fructosediphosphat in Beziehung gesetzt werden k6nnen; Ergebnisse siehe die 
Abbildung. 

10 pMol 
ymbdenester 10 pMol 

21 @lo1 MgCl, 1 0 pMol ATP Embdenester 

Exftnkfion f 5% mp , d= 2 cm] 

Abbild. Eichkurve zur Fructosediphosphat-Bestimmung nach Sibley u. Lehninger 

Tafel 4. Aldolase und Phosphohexokinase im Acetonpulverextrakt 

Aldolase- 
Ansatz zur Bestimmung von 

Zusiitze 

Zeit in Min. nach Enzymzusatz 

Extinktionsdifferenz gegen NuUwert 
pMol hatosediphosphat bzw. Embden- 

10 1 20 i 10 1 20 1 10 I 0.41 1 0.61 I 0.24 1 0.36 I 0.01 

ester umgesetzt je Probe 0.49 0.73 0.29 0.43 0.01 

___-- 
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Ansatz zur Bestimmung von 1 Gluookinase Kontrolle 

pMol PO,/Gesamtansatz 
0 Min. 

15 Min. 
30 Min. 

Methylenblauversuche 
a) Nachweis von Aldolase und  Triosephosphatdehydrase: 0.2 ccm Filtrat 

aus Extrakt von Acetonpulver wie vorstehend bei Hexokinase wurden mit 0.3 ccm mI5 
Phosphatpuffer p~ 8.0 und den in der Tafel6 angegebenen Zusatzen und Wasser auf 
1.15 ccm aufgefiillt. Im Kipper 0.1 ccm mlW Methylenblau; Incubation bei 300. Die in 
der Tafel6 angegebenen Konzentrationen der ZusBtze sind Endkonzentrationen nach Ein- 
kippen des Methylenblaus. 

Tafel 6. A 1 do1 as  e u n d Trio se D h o sp  h a t  de h vd r  a se 

anorg. PO, 7 Min. PO, anorg. PO, 7 Min. Po,- 
8.05 18.0 8.00 17.8 
8.95 16.8 9.05 17.7 
9.30 15.6 9.4 17.6 

- mlso Fructosediphosphat + +  + 
m/,oo mi,5o Diphosphopyridinnucleotid Jodacetat (DPN) III_I 1 1  ? 

_ _ _ _ _ ~  
Zeit fur 9076 Entfiirbung in Minuten 1 17.5 1 70 1 >I00 I >lo0 

b) Nachweis von Phosphohexokinase: 50 mg Acetonpulver wurden in 1 ccm 
0.26-proz. NaHCO, 10 Min. bei 00 digeriert und je 0.1 ccm der Suspension mit 0.1 ccm 
0.07 m MgCl,, 0.2 ccm m15 Phosphatpuffer PH 8.0 und den angegebenen Zusiitzen auf 
0.9 ccrn aufgefiillt. Im Kipper befanden sich 0.1 ccm m/500 Methylenblau; Incubation 
bei 30°. Die visuelle Bestimmung der Entfiirbungszeit durch Farbvergleich ist durch die 
griine Farbe der Suspension etwas erschwert, aber trotzdem leicht mit einer Genauigkeit 
von & l o %  moglich. 

Tafel 7 .  P h osp h o h ex o kinas e, A1 d ol as e u n  d Trios e p h o sp  h a t d e h y d r  a se 

Gefiil3 Nr. 1 1 1 2 / 3 1 4 1 5  
m/Bo Fructosediphosphat 
mijo Embdenester 
m/zoo ATP 
mleooo DPN _____--__ 

- - + + -  
- - i - +  
- - +  + -  + - +  + +  
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Tafel 8. O x y d a t i v e r  U m s a t z  v o n  Coriester  

-. 

mi5,, Coriester 
m/zoo AT!? 
~ ~ l z o o o  DPN 
mlnn Jodacetat 

Gefa13 Nr. 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5  
I I 1 -  

+ + - + -  + - + + +  + + + + +  
- - - + +  

115. Alfred Bertho und Alois Stoll:  Barlapp-Alkaloide, I. Mitteil.: 
Zur Kenntnis der Alkaloide m s  Lycopodium annotinurn L*) **) 

[Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Miinchen, AuRenstelle Weilheim/Obb. 
und Munchen] 

(Eingegangen am 10. Miirz 1952) 

In einheimischem Lycopodzurn annotinurn L. wurden sieben Alka- 
loide aufgefunden und durch Sake, UV-Absorptionsspektren usw. 
charakterisiert. A cr  i fo l  i n C,,H,,O,N, Ann o t i n i n Cl,HzlOsN und 
Lycopodin  C,,H2,0N sind bereits bekannt; A n n o t i n  CIBH,,O,N, 
A n n o t o x i n  C31€&z05N2, eine weitere mit Lycopodin isomere B a s e  
Cl,H,,ON und eine Base  C,oHl,,gl,ON sind bisher nicht beobachtet 
worden. Es werden verschiedene Umsetzungen beschrieben, u. a. ein 
Abbau eines Umwandlungsproduktes des Acrifolins. 

Rie Biirlappgewiichse (Lycopodiaceenl)) sind mit sechs Arten, Lycopodiurn altnotinum 
L. (sprossender Barlapp), L. clawaturn L. (Kolbenbarlapp, Wolfsranke), L. cornplanaturn L. 
(flacher BMapp), L. inundatum L. (Sumpfbklapp), L. alpkwn L. (Alpenbiirlapp) und L. 
selago L. (Tannenbiirlapp) nebst 44 Formen und Varietaten in Mitteleuropa heimisch, 
wovon die beiden ersten’ Arten, L. annotinurn und L. clawaturn, wegen ihrer meterlangen, 
immergriinen, weit uber den Boden hinkriechenden Stengel unter der Bezeichnung Schlan- 
genmoos am bekanntesten sind. Auf die Verwendung der Biirlappgewiichse, vor allem 
von L. clavatum und dessen reifen Sporen (Hexenmehl), die sich in keulenformigen Sporo- 
phyllstanden befinden, in der Volksmedizin bei Rauterkrankungen, Blasenleiden usw. 
kann hier nur lmrz hingewiesen werden. Bekannt ist die offizinelle Verwendung des 
Sporenpulvers als Pillenstreumittel und sein Gebrauch bei phyeikalischen Versuchen. In 
der exakten Medizin diirften indessen die Biirlappgewiichse nur wenig verwendet werden, 
weil ihre arzneiliche Wirksamkeit zu wenig erforscht ist. 

Immerhin sind schon im Blteren Schrifttum ganz vereinzelt Arbeiten vor- 
handen, die in der berechtigten Vermutung, daB sich die Wirkssmkeit auf 
Alkaloide zuruckfiihreii liefie, sich mit einigeni Erfolg mit der Isoliorung von 
Lycopodium-Alkaloiden befassen. Die dann nach einer langen Zeitspanne von 
rund einem halben Jahrhundert seit 1938 erschienenen Arbeiten uber Lycopo- 

*) Diese Untersuchung ist Herrn Geheimrat Profeesor Dr. H. W ie land zum 75. Ge- 
burtstag gewidmet. 

**) Der Inhalt der vorliegenden Arbeit ist zum groBeren Teil der Dissertat. von A. 
S t o l l ,  Universitat Miinchen, 1952, entnommen. Dies betrifft in der Hauptsache alle 
Befunde iiber Annotin, Acrifolin und Annotinin. Dort sind auch weitere Angaben zu 
entnehmen. 

I )  Erschapfenden AufschluB iiber diese Pflanzenfamilie gibt das Werk von H. Nessel ,  
Die Barlappgewiichse (Lycopodiaceae) (Gustav Fischer, Jena 1939). 

-___ 


